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摘 要 : 针对 烤烟 生产 中 施用 有 机 肥 后 植 烟 土壤 有 机 态 氮 素 分 解 速率 不 易 调控 的 问题 ,并 为 配制 有 机 氮 分 解 
微生物 菌 剂 提供 优良 菌株 ， 本 研究 以 化 肥 、 牛 类 、 玉 米 秸秆 、 油 枯 处 理 下 的 烤烟 根 区 土壤 为 材料 ,分 离 第 选 出 
高 活性 氨 化 、 亚 硝化 土著 菌 ， 并 分 别 测定 其 对 有 机 氮 降 解 及 氨氮 分 解 的 效果 。 结 果 表 明 : 在 烤烟 生长 旺 长 期 ， 
施用 有 机 肥 处 理 的 土壤 可 培养 细菌 、 真 菌 、 放 线 菌 、 氨 化 菌 数量 均 高 于 单 施 化 肥 处 理 ; 在 烤烟 成 熟 期 ， 施 用 有 
机 肥 处 理 ， 烤 烟 根 区 土壤 氨 化 菌 、 亚 硝化 菌 、 真 菌 、 放 线 苗 数 量 均 高 于 单 施 化 肥 。 通 过 各 类 菌株 的 土 样 来 源 
分 析 ， 氨 化 作用 强度 较 高 的 优势 菌株 均 来 源 于 有 机 肥 处 理 的 土 样 , 植 烟 土壤 施用 有 机 肥 较 单 施 化 肥 能 够 获得 
较 高 活性 的 氨 化 细菌 。 各 类 菌 活性 研究 显示 ， 短 小 芽孢 杆菌 (Bacilius Pumailixs)、 哮 热 脂 肪 地 芽孢 杆菌 (Geopacilzus 
stearotjpermiopjhilus)、 巨 大 芽孢 菌 (B. megaterium) 培 养 液 有 机 毛 含 量 降 幅 最 大 ， 较 初始 有 机 氮 含 量 分 别 降 低 84.74%、 
92.74%、79.52%; 塞 养 单 胞 菌 (Stenotrophomonas sp.) 兼 具有 亚 硝化 作用 及 硝化 作用 , 培养 7d 后 , 培养 液 中 硝 态 氮 含 
量 增加 了 0.617 mg-L '; 嗜 麦 芽 塞 单 胞 菌 (S，maltophilia) 亚 硝化 作用 最 强 , 培养 7 d 后 , 培养 液 中 亚 硝 态 氮 含量 为 
0.518 mg:L '。 氨 化 菌 培养 48 h 后 有 机 所 分 解 速率 降低 ， 具 有 亚 硝 化 及 硝化 作用 的 菌株 培养 到 第 7 d 活性 仍 处 于 较 
高 水 平 。 因此 ， 试 验 分 离 出 的 不 同 功能 细菌 在 配制 解 所 复合 微生物 菌 剂 时 需 在 不 同时 间 加 入 菌株 进行 发 酵 ， 以 
获得 高 活性 微生物 菌 剂 。 根 据 分 解 有 机 氮 、 解 氮 试 验 及 相关 文献 中 各 菌株 作用 功能 分 析 ， 篇 选 出 纳西 杆菌 
(Naxibacter sp.)、 蹇 养 单 胞 菌 、 短 小 芽 驳 杆菌 、 嗜 热 脂 肪 地 芽 屯 杆菌 、 同 温 层 芽 殉 杆菌 (B. stratosphericus)、 纤 
维 菌 (Cellulosimicrobium cellulans)、 高 地 芽孢 杆菌 (B. altitudinis) 和 巨大 芽孢 菌 8 株 高 效 氮 素 功 能 菌株 用 于 有 机 
氮 分 解 微生物 菌 剂 的 配制 。 
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Abstract: The rate of organic nitrogen decomposition could be not controlled after organic fertilizer application in to- 
bacco-planted soils. This problem could affect the normal growth and quality of tobacco leaves. In this study, chemical fertil- 
izer, cow manure, maize straw and rapeseed cake were applied to the root-zone soil under tobacco. The study attempted to 
isolate highly active local ammonifiers and nitrosobacteria, and to determine the effects of the two bacteria types on the de- 
composition of organic nitrogen and ammonia. The study was to make possible the preparation of a microbial agent for the 
efficient decomposition of organic nitrogen. The results showed that the numbers of bacteria, fungi, actinomycetes and am- 
monifiers treated with organic fertilizer were higher than those treated with chemical fertilizer during the vigorous growth 
period of flue-cured tobacco. The numbers of ammonifiers, nitrosobacteria, fungi and actinomycetes treated with organic fer- 
tilizer were higher than those treated with chemical fertilizer in flue-cured tobacco at maturity period. Through analysis of soil 
samples of various strains, the dominant strains with high ammoniation intensity were all derived from soil samples treated 
with organic fertilizer. It was shown that soils treated with organic fertilizer had higher active ammonifiers than soils treated 
only with chemical fertilizer. The results showed that decline in organic nitrogen content was highest in Bacillus pumilus, 
Geobacillus stearothermophilus and B. megaterium, which was 84.74%, 92.74% and 79.52% lower than that of initial organic 
nitrogen. Stenotrophomonas sp. had the highest nitrosation and nitrification activity. After 7 days of culturing, nitrate nitrogen 
content in cultured medium was 0.617 mg:L !. S. maltophilia had the strongest nitrosation activity. After 7 days of culturing, 
nitrite content in the cultured medium was 0.518 mg:L !. Organic nitrogen decomposition activity of ammoniated bacteria 
decreased after 48 h of culturing. Then the nitrification and nitrification activities were still high 7 days after culturing. Thus 
the separation of different functions of bacteria in the preparation of nitrogen-containing composite microbial agents should be 
done at different times by adding fermentation strain to achieve high activity of microbial agents. In this study, eight strains 
(Naxibacter sp., Stenotrophomonas sp., B. pumilus, G. stearothermophilus, B. stratosphericus, Cellulosimicrobium cellulans, B. 
altitudinis and B. megaterium) Were identified as high-efficiency strains of microbial agents for the decomposition of soil or- 
ganic nitrogen. 
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position 


烟叶 生产 中 长 期 大 量 施 用 化 肥 而 忽视 有 机 肥 的 
施用 会 造成 土壤 腐殖质 含量 降低 、 生 物 活性 差 , 土 
壤 贫 凌 化 程度 越 来 越 严 重 ,单纯 施用 优质 化 肥 调 节 


气 素 的 生物 有 效 性 不 高 ， 氮 素 供 不 应 求 ， 难 于 满足 
烤烟 前 期 生长 的 需要 四。 土壤 微生物 的 活动 对 烟 地 
土壤 氮 素 的 转化 、 供 应 和 生物 有 效 性 起 决定 作用 六。 


土壤 营养 也 难以 弥补 因 土 壤 贫 凌 造 成 的 营养 失衡 ， 
造成 烟叶 工业 可 用 性 不 高 ,， 烟 碱 、 淀 粉 含量 偏 高 ， 结 
构 紧 密 ， 香 气量 不 足 ， 香 气质 变 差 甚至 风格 来 失 ， 
严重 制约 了 烟草 (Nicotiana tabacum) 生 产 的 可 持续 
发 展 中 。 现 代 烟 草 农业 正 逐 渐 向 绿色 烟草 、 生 态 烟 
草 发 展 ， 人 们 对 烟草 及 烟草 制品 也 提出 了 更 高 的 安 
全 性 要 求 。 减 少 化 肥 在 烟草 生产 中 的 施用 量 , 增 施 
有 机 肥 ， 对 改善 土壤 理化 性 状 , 增加 土壤 肥力 ， 提 
高 烟叶 品质 和 安全 性 , 促进 烟草 生产 的 可 持续 发 展 
具有 重要 的 意义 1。 但 有 机 肥 养 分 的 分 解 和 释放 受 
多 种 环境 因子 的 制约 ， 其 有 效 性 难以 预测 和 控制 ， 
3 当 氮 素 施 用 时 期 与 烤烟 的 需 氮 规律 不 吻合 
过 大 时 烟 株 表现 为 团 棵 慢 ， 旺 长 与 成 熟 推 迟 , 
ee 量 和 品质 FJ。 贵州 植 烟 土壤 一 般 比 较 
黏 重 ， 烤 烟 生 长 前 期 低温 多 雨 ， 施 用 有 机 肥 后 土壤 


以 往 研究 多 集中 于 烟 田 施用 有 机 肥 后 土壤 微生物 活 
性 、 理 化 指标 的 变化 “及 微生物 菌 肥 对 烤烟 的 生产 
效应 趾 ， 并 较 少 涉及 结合 当地 生态 环境 生产 解 氮 微 
生物 菌 肥 来 调控 植 烟 土壤 中 有 机 和 气 的 分 解 ， 进 而 解 
决 施用 有 机 肥 后 有 效 态 气 素 在 烤烟 生长 期 后 移 的 问 
题 。 调 控 有 机 态 气 素 的 分 解 速率 ,， 氨 化 细菌 、 亚 硝 
化 细菌 、 硝 化 细菌 起 决定 作用 ， 有 机 氮 分 解 菌 多 分 
离 于 废水 、 应 用 于 废水 处 理 中 “I， 从 土壤 中 分 离 
纯化 应 用 的 研究 鲜 见 报道 。 不 同 生境 的 植物 根 区 生存 
着 不 同 的 菌株 ,而 不 同 菌株 对 环境 的 适应 性 不 同 ", 


且 土 著 菌 的 应 用 不 会 对 环境 造成 二 次 污染 。 因 此 本 
研究 在 全 面 了 解 烤 烟 生 长 期 各 类 菌 活性 变化 的 基础 


上 ， 从 氮 素 循环 微生物 生理 群 角度 出 发 ,以 不 同类 
型 有 机 肥 处 理 下 的 植 烟 根 区 土壤 为 材料 ， 分离 筑 选 
高 活性 氨 化 、 亚 硝化 土著 菌 ， 并 分 别 测定 其 对 有 机 
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境 调 节 土 壤 中 有 机 肥 氮 素 分 解 的 复合 微生物 菌 剂 货 
定 基 础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 添 施 有 机 肥 植 烟 黄 壤 的 微生物 特性 及 氨 化 、 亚 
硝化 菌 筛 选 鉴 定 
1.1.1 供 试 材料 
试验 在 贵州 省 安顺 市 平 坝 县 龙山 村 贵州 大 学 烟 
草 基 地 进行 (26"37N,，106*54'E)， 地 处 亚热带 季风 气 
候 区 ,平均 海拔 1 898 m, 年 平均 气温 17.2 'C。 试验 地 
土壤 为 黄 壤 , 质地 为 壤土 有机质 46.79 gkg"', 全 氮 
1.79 gkg', 铵 态 氮 9.42 mg-kg', 硝 态 氮 5.71 mg kg ，， 
容重 1.20 g-cm ,pH 5.37, 全 磷 1.08 _gkg  ， 有 效 磷 
17.78 mgkg ， 全 钾 9.63 gkg :， 速 效 钾 207.60 
mgkg 105。 
供 试 烤烟 品种 为 'K326'。 供 试 肥料 为 烟草 专用 
复合 肥 (N : P,0; : K,0=10 : 11 : 23)、 牛 类 、 秸 秆 、 
油 枯 。 其 中 各 有 机 肥 均 经 过 腐熟 处 理 ， 营 养 结构 相 
对 稳定 。 各 有 机 肥 成 分 特征 如 表 1 所 示 。 


表 1 供 试 有 机 肥 的 养分 含量 


Table 1 Nutrients contents of the selected organic 
fertilizers gkg 

有 机 肥 有 机 质 全 氮 全 磷 全 钾 

Organic fertil- ”Organic Total Total Total 
izer matter nitrogen phosphorus potassium 

站 
牛 类 45.77 12.91 3.52 6.63 
Cow manure 
秸秆 Straw 80.36 11.14 2.59 6.78 
油 村 52.21 30.23 14.21 6.42 


Rapeseed cake 


1.1.2 ”试验 设计 

试验 采用 完全 随机 设计 ， 共 4 个 处 理 , 分 别 为 : 
复合 肥 1 500 kg:hm (对照)、 复 合肥 1 200 kg.hm + 
牛 类 2 326 kg:hm“、 复 合肥 1 200 kg:hm “+ 秸秆 2 703 
kg.hm ”、 复 合肥 1 200 kg:hm + 油 枯 993 kg-hm。 

每 个 处 理 3 次 重复 , 共 12 个 小 区 , 小 区 面积 
33.6 m”, 种 植 密度 0.65 m( 株 距 )x0.90 m( 行 距 )。 小 区 
之 间 留 1 m 间隔 , 试验 地 外 四 周 各 留 2 m 保护 行 。 
按 纯 氮 量 为 150 kg:hm” 施肥， 施用 时 保证 不 同 处 理 
中 有 机 肥 用 量 的 含 氮 量 相同 , 均 为 总 氮 量 的 20%， 
有 机 肥 全 部 用 作 基 肥 。 烤 烟 移 坊 30 d 追肥 , 为 烟草 
专用 复合 肥 (N : PO0; : Kp0=13 : 0 : 26)， 施 用 量 
1 000 kg:hm >。 
1.1.3 ”取样 

根据 土壤 养分 变化 规律 及 烟草 生长 周期 ,于 烤 


取样 。 

取样 时 避 开 施肥 部 位 ， 以 烟 秆 为 中 心 在 距 烟 株 
10 cm 处 呈 辐 射 状 取 4~6 点 土 样 , 取 土 深度 5~20 cm。 
每 小 区 选取 3 株 健 壮 无 病 的 烤烟 根 区 土壤 混合 为 供 
试 样品 ， 装 入 无 菌 采样 袋 中 包扎 密封 低温 运输 至 实 
验 室 立 即 进 行 菌株 分 离 。 
1.1.4 ”培养 基 种 类 

蛋白 肛 琼 脂 培养 基 用 于 毛 化 菌 的 计数 及 分 离 纯 
化 09， 改 良 的 斯 蒂 芬 森 (Stephensom) 培 养 基 用 于 亚 硝 
化 菌 的 计数 及 分 离 纯 化 5， 牛肉 襄 蛋 白 肪 液体 培养 
基 用 于 细菌 计数 、 和 氨 化 菌 的 特性 研究 及 氮 化 作用 强 
度 测定 503, LB 液体 培养 基 用 于 菌 种 的 活化 与 富 集 培 
养 n”， 马丁 氏 (Martin) 培 养 基 用 于 真菌 计数 中 ， 铃 蓝 - 
世 糖 琼脂 (PDA) 培 养 基 用 于 放 线 菌 计数 1， 生 孢 培 
养 基 用 于 鉴定 是 否 产生 芽孢 03。 
1.1.5 各 类 菌 的 数量 测定 

倍 比 稀释 后 ， 氮 化 菌 数 量 采用 10“、10” 梯度 ， 
蛋白 腑 琼脂 培养 基 ，MPN 法 测定 ; 亚 硝化 菌 数量 采 
用 103*、10” 梯度 ,改良 的 斯 蒂 芬 森 (Stephenson) 培 
养 基 ，MPN 法 测定 ; 细菌 数量 采用 10“、10- 梯度 ， 
牛肉 高 蛋白 肪 培养 基 ， 涂 布 平 板 法 测定 ; 真菌 数量 
采用 10”、10” 梯度 ,马丁 氏 (Martin) 培 养 基 ， 涂 布 
平板 法 测定 ; 放 线 菌 采用 10”、10” 梯度 ， 铃 薯 -蔗糖 
琼脂 (PDA) 培 养 基 ， 涂 布 平 板 法 测定 503。 
1.1.6 ”和 氨 化 菌 、 亚 硝化 菌 的 分 离 、 纯 化 和 分 类 鉴定 

通过 稀释 平板 法 接种 后 的 平 血 倒置 于 恒温 培养 
箱 中 培养 根据 菌落 数量 、 形 态 、 颜 色 、 表 面 状况 
及 染色 特征 ， 选 取 有 代表 性 的 菌落 用 无 菌 接种 环 将 
单个 菌落 挑 出 ,同时 按照 无 菌 操作 要 求 在 相应 的 固 
体 培养 基 上 划 线 培养 直至 纯化 。 纯 化 出 的 菌株 需 进 
行 初步 检测 是 否 为 想 分 离 的 菌 种 。1) 氛 化 细菌 的 初 
步 检 测 : 将 单 菌 落 加 入 到 牛肉 襄 蛋 白 肪 培养 液 中 ， 
每 株 菌 3 次 重复 , 培养 2 d 后 ， 吸 取 少 量 培养 液 在 白 
资 比 色 板 中 ， 滴 加 奈 氏 试剂 若 出 现 红 棕 色 或 黄色 沉 
淀 证 明 培 养 液 中 有 和 毛 化 细菌 将 蛋白 肛 分 解 后 产生 
NH3， 由 此 现象 初步 确定 所 分 离 的 为 氨 化 细菌 。2) 异 
养 亚 硝化 细菌 的 初步 检测 : 将 纯化 出 的 菌落 接种 至 
Stephenson 培养 液 中 , 3 次 重复 ,培养 14 d 后 , 吸取 
两 滴 培 养 物 置 白 瓷 比 色 板 上 , 滴 加 格 利 斯 试剂 | ， 
1 各 两 滴 ,， 出现 红色 反应 证 明 NO; 的 产生 ， 有 亚 而 
化 细菌 存在 。 另 取 2 滴 培 养 物 于 白 资 比 色 板 上 , 加 2 
滴 二 茶 胺 试剂 ,出 现 蓝 色 反 应 , 证明 NO3 的 产生 ， 
有 硝化 细菌 存在 。 以 不 加 菌 培养 液 为 对 照 。 
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菌株 形态 观察 : 平板 培养 、 革 兰 氏 染色 、 生 抱 
鉴定 。 

生理 生化 试验 : 甲 基 红 试验 、 淀 粉 水 解 、V-P 试 
验 、D- 和 葡萄 糖 产 酸 、 和 葡萄 糖 产 气 、 硝 酸 盐 还 原 、 接 
触 酶 试验 、 柠 檬 酸 盐 利 用 、D- 甘 露 醇 、 明 胶水 解 、 
尿素 水 解 试验 、 中 | 哄 产 生 试验 、 和 氧化 酶 试验 、 茶 丙 
氨 酸 脱 氨 酶 (1。 

16S rDNA 分子 生 物 学 鉴定 : 1492r27f 的 PCR 扩 
增 和 序列 测定 。 先 根据 细菌 DNA 试剂 盒 要 求 的 步骤 
提取 出 PCR 反应 DNA 模板 , 利用 细菌 核糖 体 基因 
转录 间隔 区 (16S rRNA) 通 用 引物 27f(5'-AGAGTT 
TGATCCTGGCTCAG-3') 和 1492r(5-GGTTACCTTG 
TTACGACTT-3') 对 降解 菌 的 rDNA- 27f/1492r 区 进行 
PCR 扩 增 。 PCR 反应 体系 (25 pL): ddH2O 9.5 nL、2xTaqg 
Master Mix 12.5 nL、 Forward Primer (10 pmol-uL ) 1 nL, 
Reverse Primer (10 pmolhL 1 kL, DNA 模板 1 pL。 
PCR 扩 增 条 件 为 : 95 'C 预 变性 5 min; 94 C 变 性 1 min， 
50~52 退火 1 min, 72 延伸 2 min, 共 35 个 循环 ; 最 
终 72 人 充分 延伸 5 min, 4 'C 冰 箱 保 存 。 PCR 产物 经 1% 
琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 后 ， 上 海 恒 因 基因 组 研究 中 心 有 
限 公 司 进行 测序 ,测序 结果 在 GenBank 数据 库 
(www.ncbi.nlm.nih.gov) 中 进行 BLAST 比 对 分 析 。 
1.2 ”菌株 分 解 有 机 所 和 解 铵 试验 
1.2.1 供 试 材料 

上 述 初 算 分 离 所 获 各 类 毛 化 菌 共 15 株 ， 亚 硝化 
菌 5 株 。 

牛肉 襄 蛋 白 肪 液体 培养 基 、LB 培养 基 和 改良 的 
斯 蒂 芬 森 液 体 培养 基 。 
1.2.2 ”试验 设计 

1) 将 分 离 鉴 定 后 的 氨 化 菌 、 亚 硝化 菌 分 别 接种 
LB 液体 培养 基 中 活化 ， 适 温 培 养 12 h。 

2) 将 活化 的 氨 化 、 亚 硝化 菌 菌 液 按 4% 接 种 量 接 
入 150 mL 的 牛肉 谊 蛋白 肛 液 体 培养 基 中 , 每 株 菌 设 
3 个 重复 。 于 恒温 摇 床 (130 rmin-:，30 'C) 按 分 离 条 
件 进 行 培养 。 培 养 后 0 h、12 h、24h、48h 和 72h 
取样 ,测定 各 菌株 培养 液 的 凯 氏 氮 、 有 机 氮 、 和 氨 态 
氮 含 量 。 

3) 将 活化 的 亚 硝化 菌 菌 液 按 4% 接 种 量 接 入 
150 mL 改良 的 斯 蒂 芬 森 液 体 培养 基 中 ,每 株 菌 设 3 
个 重复 。 于 恒温 摇 床 (130 rmin ', 30 'C) 按 分 离 条 件 
进行 培养 。 培养 后 0d、1 d、3 d、5d 和 7 d 取样 , 测 
定 各 菌株 培养 液 的 硝 态 气 、 亚 硝 态 所 含量 。 

氨 态 氮 测 定 采 用 滴定 法 ， 有 机 所 含量 = 凯 氏 氮 
含量 -氨氮 含量 ， 硝 态 所 测定 采用 酚 二 磺 酸 光度 法 ， 


亚 硝 态 氮 测 定 采 用 N-(1- 奈 基 )- 乙 二 胺 光度 法 20。 
2 结果 与 分 析 
2.1 不 同类 型 有 机 肥 对 植 烟 黄 塘 微 生物 特性 的 影响 
2.1.1 ”烤烟 根 区 土壤 各 类 菌 数量 变化 

从 表 2 可 以 看 出 ， 除 牛 数 处 理 中 真菌 数量 、 化 
肥 处 理 中 放 线 菌 数量 90 d 高 于 60 d， 其 他 处 理 各 类 
菌 的 数量 均 是 在 烤烟 生长 旺 长 期 高 于 成 熟 期 ， 可 能 
因为 旺 长 期 土壤 养分 丰富 , 促进 了 各 类 菌 的 生长 。 
施用 有 机 肥 或 有 机 无 机 肥 配 施 能 够 通过 调节 土壤 理 
化 性 质 提 高 土壤 微生物 数量 , 微生物 活性 增强 有 利于 
有 机 肥 中 速效 养分 的 释放 !* ”1。 烤 烟 移 栽 60 d,， 施用 
有 机 肥 处 理 各 类 菌 数 量 基 本 高 于 单 施 化 肥 ， 施 用 秸 
秆 、 油 枯 处 理 的 土壤 中 可 培养 细菌 、 真 菌 、 放 线 菌 数 
量 较 单 施 化 肥 处 理 达 显著 水 平 。 烤 烟 移 栽 90 d， 施 用 
有 机 肥 亚 硝化 菌 、 真 菌 数 量 显 著 高 于 单 施 化 肥 ， 细 
菌 、 放 线 菌 数量 高 于 化 肥 处 理 。 土 壤 中 硝化 细菌 数 
量 只 测定 参与 硝化 作用 第 1 阶段 的 亚 硝 酸 细菌 ， 即 
能 反映 硝化 细菌 数量 的 多 喜 5 "烤烟 主要 吸收 硝 态 
氮 ,， 亚 硝化 菌 促 进 铵 态 所 向 亚 硝 态 氮 转化 ,进而 完 
成 硝化 作用 ,生成 硝 态 所 。 烤 烟 成 熟 期 施用 牛 凑 、 
秸秆 、 油 枯 有 机 肥 处 理 亚 硝化 菌 数 量 分 别 显著 高 于 
单 施 化 肥 处 理 101.75%、104.39%、55.26%， 说明 施 
用 有 机 肥 处 理 在 烤烟 成 熟 期 根 区 土壤 亚 硝化 菌 活性 
较 高 ; 研究 表明 ， 较 高 的 亚 硝化 菌 活性 促进 有 机 肥 
中 有 效 态 氮 素 的 释放 ,土壤 中 铵 态 氮 、 硝 态 氮 含量 在 
烤烟 采 烤 期 水 平 较 高 ， 不 利于 烤烟 适时 落 黄 ， 容 易 出 
现 烤烟 上 部 叶 烟 碱 含量 高 、 可 用 性 差 等 问题 "1。 
真菌 是 土壤 生态 结构 重要 组 成 部 分 ， 是 环境 中 重要 
的 分 解 者 ， 参 与 动 、 植 物 残 体 的 分 解 ， 是 土壤 中 碳 、 
氮 循 环 不 可 缺少 的 动力 ， 有益 真菌 中 AM 真菌 与 植 
物 共 生 形 成 菌 根 菌 ,能 够 促进 养分 的 吸收 1; 烤 
烟 成 熟 期 ,施用 有 机 肥 处 理 根 区 土壤 真菌 活性 较 高 ， 
从 而 促进 烟 株 对 土壤 中 速效 养分 的 吸收 ， 可 能 会 不 
利于 保持 烤烟 较 低 的 氮 素 水 平 。 
2.1.2” 植 烟 黄 塘 分 离 的 菌株 特性 

根据 纳 氏 试剂 显 色 、 格 里 斯 试剂 显 色 及 二 茶 胺 
试剂 显 色 法 ， 挑 选 出 深 黄色 、 桶 黄色 氨 化 菌株 11 株 ; 
粉色 、 红 色 及 蓝 色 亚 硝 化 、 硝 化 菌株 $ 株 ， 分 别 为 
A-4、A-6、A-8、A-17、X-4。 对 15 个 菌株 分 别 进 
行 单 菌落 培养 、 革 兰 氏 染色 以 及 生理 生化 试验 。 通 
过 表面 特征 、 产 孢 培养 、 革 兰 氏 染色 以 及 查阅 《 伯 
杰 细 菌 鉴定 手册 》29 《常见 细菌 系统 鉴定 手册 》C1 
初步 模糊 确定 各 菌株 的 属 。 其 中 A-9、A-11、A-12、 
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表 2 施用 不 同 有 机 肥 烤 烟 根 区 土壤 微生物 数量 变化 


Table 2 Changes of various types of microbials in the root zone soil of tobacco after applying different organic fertilizers 


微生物 培养 时 间 化 肥 牛 凑 秸秆 油 枯 

Microbial Incubation time (d) Chemical fertilizer Cow manure Straw Rapeseed cake 
氨 化 菌 60 2.65+0.32a 3.334+0.24a 2.9+0.34a 2.87+0.48a 
Ammonifiers (x10 cfu'g ) 90 2.2240.29a 2.51+0.02a 2.73+0.34a 2.51+0.11a 
亚 硝化 菌 60 2.44+0.14a 3.234+0.38a 3.1240.24a 2.28+0.54a 
Nitrosobacteria (x10 cfu'g ) 90 1.14+0.04c 2.30+0.33a 2.33+0.37a 1.77+0.28b 
细菌 60 7.33+0.77b 11.00+1.01ab 14.00+0.83a 15.00+0.84a 
Bacteria (x10° cfu'g ) 90 3.00+0.03b 6.00+0.34a 2.334+0.17b 3.3340.04b 
真菌 60 5.00+0.08b 8.33+0.07ab 12.33+0.06a 13.67+0.08a 
Fung (x10 cfu'g ) 90 2.334+0.05b 10.00+0.08a 4.6740.11b 9.00+0.06a 
放 线 菌 60 5.67+0.05b 15.33+1.14a 12.67+0.38a 15.33+0.35a 
Actinomycetes (x10 cfug ) 90 8.67+0.38a 9.33+0.38a 9.67+0.33a 9.33+0.28a 


不 同 小 写字 母 表示 同一 培养 时 间 不 同 处 理 间 差 异 显著 (P<0.05)。Different lowercase letters indicate significant differences among different 


fertilizers at the same incubation time at 0.05 level. 


A-19、A-36 通过 产 孢 培养 生成 芽孢 、 革 兰 氏 染色 阳 
性 、 接 触 酶 阳性 等 反应 ,初步 确定 为 芽孢 杆菌 属 
(Bacillus)。A-4、A-8 细菌 涂 片 革 兰 染 色 镜 下 为 短 至 
中 等 大 小 的 革 兰 氏 阴 性 杆菌 , 不 染色 标本 显微镜 下 
动力 检查 运动 活跃 , 氧化 酶 阴性 ， 葡萄糖 氧化 分 解 
缓慢 ,能 液化 明胶 ， 硝 酸 盐 产 氮气 阴性 ， 初 步 确定 
为 朝 养 单 胞 菌 属 (Stezrotoppomomas)。 其 他 菌株 暂 无 法 
确定 属性 。 由 表 3 可 知 ， 从 化 肥 处 理 的 烟 株 根 区 土壤 
中 只 分 离 得 到 3 株 菌 ,其余 菌 株 均 是 从 有 机 肥 处 理 的 
根 区 土壤 中 分 离 获 得 。 
2.1.3 ” 植 烟 黄 壤 分 离 的 氨 化 菌 、 亚 硝化 菌 16S rDNA 
鉴定 

综合 生化 试验 结果 ( 表 4 和 和 分 子 鉴定 结果 ( 表 5)， 
发 现 本 研究 中 所 分 离 的 菌株 形态 及 生化 鉴定 结果 和 
分 子 鉴 定 结果 能 很 好 地 吻合 ， 说 明 本 研究 的 鉴定 结 
果 准 确 可 靠 。 鉴 定 结果 表明 , A-9、A-11、A-12、A-19、 
A-36 分 别 为 不 同 种 的 芽孢 杆菌 属 ,来源 都 为 不 同类 
型 的 有 机 肥 , A-4、A-8 均 属 于 寡 养 单 胞 菌 属 ，A-2、 
A-10 为 表 型 相近 两 种 基因 型 的 洋葱 伯 克 霍 尔 德 菌 属 
(Burkholderia), A-5 为 黄 杆菌 属 (Flavobacterium)。 
2.2 ”各 菌株 培养 液 中 氮 素 含 量变 化 动态 及 亚 硝化 
2.2.1 各 菌株 培养 液 中 氮 素 含 量变 化 动态 

凯 氏 氮 包 括 氨 所 和 在 此 条 件 下 能 被 转化 为 铵 盐 
而 测定 的 有 机 和 氮 化 合 物 ， 此 类 有 机 和 氮 化 合 物 主要 是 
指 蛋 白质 、 和 氨基酸 、 核 酸 、 尿 素 以 及 大 量 合成 的 、 
氮 为 负 三 价 态 的 有 机 和 氮 化 合 物 ， 它 不 包括 去 氮 化 合 
物 、 联 氮 、 偶 氮 、 逐 、 硝 酸 盐 、 亚 硝酸 盐 、 且 、 确 


基 、 亚 硝 基 、 胀 和 半 卡 巴 逐 类 的 含 气 化合物。 由 
表 6 可 以 看 出 , 培养 72 h 以后, 各 菌株 培养 液 中 凯 
氏 氮 含量 都 有 不 同 程度 的 降低 ,一 方面 原因 是 菌株 
自身 生长 需要 大 量 的 氮 素 ， 另 一 方面 氮 素 转化 菌 不 
仅 通 过 氯 化 作 用 将 有 机 态 氮 素 转化 成 NH4'-N, 而 且 
不 同 的 菌株 可 能 会 进行 各 自 的 代谢 、 生 理 生 化 反应 ， 
生成 除 凯 氏 氮 以 外 的 其 他 形态 的 氮 素 。15 株 菌 中 ， 
除 A-19 菌株 培养 液 ' A-9、A-11、A-36 菌株 培养 液 
凯 氏 氮 减 少量 均 显 著 高 于 其 他 菌株 培养 液 , 这 3 株 
菌 培养 72 h 后 培养 液 中 凯 氏 气 含 量 较 初 始 凯 氏 气 合 
量 减少 率 分 别 为 56.84%、64.66%、55.46%。 不同 菌 
株 生 长 速率 及 活性 各 有 差异 ， 通 过 查找 表 6 可 以 看 
出 , 凯 氏 氮 减 量 高 的 菌株 芽孢 杆菌 属 居多 ， 其 中 
A-12( 同 温 层 芽孢 杆菌 )、A-36( 巨 大 芽孢 杆菌 ) 在 培养 
12 h 时 凯 氏 氮 含 量 就 有 较 大 幅度 降低 , A-11( 嗜 热 脂肪 
地 芽孢 杆菌 ) 降 幅 最 大 , A-8( 寡 养 单 胞 菌 ) 降 幅 最 小 。 

在 测定 凯 氏 气 和 和 氨氮 后， 其 差 值 即 为 有 机 气 产 ]。 
由 于 本 试验 只 用 了 有 机 态 氮 素 的 培养 基 ， 若 有 高 效 氨 
化 菌 的 存在 只 能 进行 有 机 态 氮 素 分 解 的 第 一 步 ， 即 氮 
化 作用 ,释放 出 的 除 培养 液 中 的 氨氮 ,还 包括 释放 
到 外 界 的 氮气 ,， 因此 有 机 和 氮 含量 只 计算 凯 氏 氮 减 去 
氨氮 的 部 分 。 有 机 态 氮 素 变化 趋势 与 凯 氏 氮 变 化 趋 
势 相 一 致 。A-9( 短 小 芽孢 杆菌 )、A-11( 嗜 热 脂肪 地 芽 
孢 杆菌 )、A-36( 巨 大 芽孢 杆菌 ) 有 机 氮 含 量 降幅 最 大 ， 
较 初 始 有 机 和 氮 含量 分 别 降 低 84.74%、92.74%、 
79.52%。 其 中 巨大 芽孢 杆菌 在 培养 后 12 h、48 h 有 
机 氮 含 量 有 较 大 降幅 ， 较 前 一 时 期 降幅 分 别 为 
20.86%、44.17%, 48 h 以 后 有 机 和 氮 含 量 降低 较 少 ， 可 
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表 3 不 同 有 机 肥 处 理 下 植 烟 黄 壤 中 分 离 的 菌株 表 型 特征 及 革 兰 氏 染 色 结 果 


Table 3 Colony morphologies and gram staining of strains of microbials isolated from tobacco soil under different organic 
fertilizers treatments 


Es 兰 氏 沈 
菌株 号 处 理 大 小 颜色 形状 边缘 表面 状况 。 隆起 度 。 生长 速度 ”下 染 
Strain Treatment Size Colour Shape Edge Pua Con Uplift Growth rate 色 Cra 
tion stain 
Es 丰盈 大 乳白色 “而 形 Creu ” 光 清 束 刘 汝 洒 Mo 起 全 a 
Chemical fertilizer Big Lvory white lar Smooth and regular Convex Fast 
i 牛 粹 较 大 浅黄 色 圆 形 Circu- 光滑 整齐 较 湿 润 凸 起 快 dG- 
Cow manure More bigger Light yellow lar Smooth and regular More moist Convex Fast 
油 村 小 small 。 黄色 。” 近 辆 形 光滑 整齐 。 湿润 Moist 局 平 快 eo 
Rapeseed cake Yellow Suborbicular Smooth and regular Flat Fast 
We 秸秆 大 乳白色 。 贺 形 光滑 整 并 泥 润 Moist 局 平 快 
Straw Big Lvory white ”Circular Smooth and regular Flat Fast 
AL8 油 枯 较 大 黄色 圆 形 光滑 整齐 较 湿 润 凸 起 快 G- 
Rapeseed cake Morebigger Yellow Circular Smooth and regular More moist Convex Fast 
A 牛 粹 较 小 乳白 色 圆 形 光滑 整齐 较 湿 润 凸 起 快 G+ 
Cow manure Less smaller Lvory white Circular Smooth and regular More moist Convex Fast 
并 化 肥 大 乳白 色 圆 形 光滑 整齐 湿润 凸 起 快 EE 
Chemical fertilizers Big Lvory white ”Circular Smooth and regular Moist Convex Fast 
A 油 枯 较 小 灰白 色 圆 形 光滑 齿 状 湿润 局 平 快 G+ 
Rapeseed cake Less smaller Off white Circular Smooth and toothed Moist Flat Fast 
并 牛 粹 大 乳白 色 圆 形 光滑 整齐 较 湿 润 凸 起 快 G+ 
Cow manure Big Lvory white Circular Smoothand regular More moist Convex Fast 
A_17 秸秆 小 浅黄 色 圆 形 光滑 整齐 较 湿 润 凸 起 慢 G+ 
Straw Small Light yellow Circular Smooth and regular More moist Convex Slow 
9 油 枯 大 浅黄 色 圆 形 光滑 整齐 较 湿 润 凸 起 快 Gr 
Rapeseed cake Big Light yellow Circular Smooth and regular More moist Convex Fast 
二 牛 粹 较 大 乳白 色 圆 形 光滑 齿 状 较 湿 润 凸 起 快 G+ 
Cow manure More bigger Lvory white (Circular Smoothandtoothed More moist Convex Fast 
5 化 肥 较 小 乳白 色 圆 形 光滑 整齐 湿润 凸 起 快 Ge 
Chemical fertilizers Less smaller Lvory white Circular Smooth and regular Moist Convex Fast 
牛 粹 较 小 黄色 近 圆 形 光滑 齿 状 干燥 凸 起 慢 G+ 
Cow manure Lesssmaller Yellow Suborbicular Smooth and toothed Dry Convex Slow 
省 秸秆 较 大 浅 粉 色 近 圆 形 光滑 整齐 干燥 凸 起 慢 G+ 
Straw More bigger Palepink Suborbicular Smooth and regular Dry Convex Slow 


革 兰 氏 染 色 法 中 , G 表示 阳性 、G- 表示 阴性 。G* means positive and G means negative in Gram staining method. 


表 4 不 同 有 机 肥 处 理 下 植 烟 黄 塘 中 分 离 的 菌株 生理 生化 反应 结 
Table 4 Physio-biochemical characteristics of strans of microbials isolated from tobacco soil under different organic 
fertilizers treatments 


菌株 号 接触 酶 V-PV-P D- 葡 萄 糖 产 酸 葡萄 糖 产 气 淀粉 水 解 明胶 水 解 柠檬 酸 盐 利 用 。 吗 吃 产生 
Strain Enzyme test D-glucose produce acid Glucose gas Amylolysis ”Gelatin hydrolysis Citrate utilization Indole produce 
A-2 十 所 十 这 加 十 十 十 
A-4 十 一 十 一 一 十 一 要 
A-5 十 一 一 十 一 一 一 十 
A-6 十 一 十 一 十 十 一 = 
A-8 + 一 一 一 一 十 一 一 
A-9 十 十 十 一 一 十 十 一 
A-10 十 一 十 一 一 十 十 十 
A-1l + 一 十 一 十 十 十 一 
A-12 十 二 十 下 十 十 十 三 
A-17 十 一 十 一 十 十 十 一 
A-19 十 本 十 一 十 十 十 = 
A-36 + + 一 十 十 十 = 
X-1 + + + + + = + E 
X-3 + + + + + + + 到 
X-4 十 十 十 十 十 十 十 一 
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表 4 续 表 
菌株 号 D- 甘 露 醇 ly 甲 基 红 尿素 水 解 生成 芽孢 硝酸 盐 还 原 
Strain D-mannitol EN Onda Bhonylalanine Methyl red Urea hydrolysis Generating spore Nitrate reduction 
deaminase 
A-2 + + 二 芭 和 Ee 
A-4 - 2 = 二 十 本 
A-5 = = = 字 + + 
A-6 + 一 一 一 一 一 一 
A-8 = 三 = 三 
A-9 + 十 一 a + + + 
A-10 + + 训 到 十 = 到 
A-1l + 十 一 一 十 十 十 
A-12 + + = + 和 证 
A-17 十 一 十 + 一 十 
A-19 + + 到 + 家 
A-36 + + + + + 十 
X-1 十 二 六 E 汪 
X-3 十 十 十 a + 一 十 
X-4 十 十 十 本 十 全 十 
表 5 不 同 有 机 肥 处 理 下 植 烟 黄 壤 中 分 离 的 菌株 16s-DNA 测试 结果 
Table 5 16s-DNA test results of microbials isolated from tobacco soil under different organic fertilizers treatments 
菌株 号 名 称 序列 查询 覆盖 mn 
Strain Name Sequence Query coverage (%) (0%) 
A-2 Burkholderia stabilis 稳定 伯 克 霍 尔 德 菌 JX010989 100 100 
A-4 Stenotrophomonas maltophilia 嗜 麦芽 豪 单 胞 菌 KC764984 100 99 
Flavobacterium sp. 黄 杆菌 属 KM391413 100 99 
Flavobacterium frigidimaris JX971564 99 99 
A-6 Naxibacter sp. 纳西 杆菌 属 GQ354568 99 98 
Stenotrophomonas sp. 寡 养 单 胞 菌 KJ482859 99 100 
a Stenotrophomonas rhizophila 嗜 根 喜 养 单 胞 菌 KJ748607 99 100 
A-9 Bacillus pumilus 短小 芽孢 杆菌 LC034563 100 100 
A-10 Burkholderia cepacia 洋葱 伯 克 霍 尔 德 菌 AY741346 100 99 
A-1l Geobacillus stearothermophilus 嗜 热 脂肪 地 芽孢 杆菌 KM226938 100 100 
A-12 Bacillus stratosphericus 同 温 层 芽孢 杆菌 KF973238 100 100 
Cellulosimicrobium cellulans 纤维 菌 GQ496666 100 99 
人 Cellulosimicrobium funkei 纤维 素 微 菌 JN993996 99 99 
A-19 Bacillus altitudinis 高 地 芽孢 杆菌 KM374744 100 100 
A-36 Bacillus megaterium 巨大 芽孢 杆菌 CP009920 100 100 
X-1 Enterobacter aerogenes 产 气 肠 杆菌 KJ631293 100 100 
X-3 Streptomyces phaeochromogenes 链 霉菌 FJ481064 100 99 
X-4 Streptomyces fradiae 弗 氏 链 霉 菌 AB184253 100 99 


能 是 培养 2 d 后 细菌 逐渐 进入 成 熟 期 ， 菌 量 增加 幅 
度 降 低 、 活 性 减弱 所 致 。 

各 菌株 在 牛肉 膏 蛋 白 肛 液 体 培养 基 中 培养 过 程 
中 ， 除 A-4( 嗜 麦芽 寡 单 胞 菌 )、A-6( 好 氧 性 纳西 杆 
菌 )、A-8( 寡 养 单 胞 菌 )、A-17( 纤 维 素 微 菌 )、X-4( 弗 


氏 链 霉菌 ) 外 ， 其 他 菌株 培养 液 中 氨氮 含量 呈 直 线 上 
升 的 趋势 ， 其 中 A-9( 短 小 芽孢 杆菌 )、A-11( 嗜 热 脂 肪 
地 芽孢 杆菌 ) 升 幅 最 高 ， 较 其 他 菌株 氨氮 增 量 有 显著 
性 差异 ， 其 次 为 A-19( 高 地 芽孢 杆菌 ) 及 A-36( 巨 大 芽 
孢 杆菌 ); 分 析 以 上 5 株 菌 氨 氮 增 量 小 的 原因 可 能 是 
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表 6 筛选 出 的 菌株 不 同 培养 时 间 培 养 液 中 凯 氏 氮 、 有 机 氮 、 和 氨氮 含量 变化 动态 


Table6 Dynamics of Kjeldahl nitrogen, organic nitrogen, ammonia levels in culture solutions of isolated strains in different 


incubation times mg 
氮 素 类 型 菌株 号 培养 时 间 Incubation time (h) 变化 量 
Nitrogen type Strain 0 12 ?4 48 72 Changing quantity 
凯 氏 氮 A-2 1 179.60 1 107.72 022.87 1 002.67 982.67 196.93+12.27de 
Kjeldahl A-4 1 179.60 1 056.45 035.45 1 005.34 998.76 180.844+30.45de 
nitrogen 
A-5 1 179.60 1 156.85 146.76 1 140.04 990.55 189.05+30.99de 
A-6 1 179.60 1 114.99 115.89 1 052.71 1 039.24 140.36+22.60de 
A-8 1 179.60 1 176.22 138.36 1 115.66 1 078.69 100.91+15.41e 
A-9 1 179.60 1 169.67 158.67 933.98 509.08 670.52+40.79a 
A-10 1 179.60 1 137.72 022.87 962.67 957.33 222.27+25.24d 
A-11 1 179.60 1 081.46 013.12 773.69 416.83 762.77+40.41a 
A-12 1 179.60 922.54 902.54 866.22 828.27 351.33+30.55¢c 
A-17 1 179.60 1 143.61 133.51 1 080.45 1 064.83 114.77+14.48e 
A-19 1 179.60 1 127.25 990.89 849.14 672.04 507.56+24.66b 
A-36 1 179.60 977.76 897.35 609.46 525.44 654.16+31.11a 
X-1 1 179.60 1 168.13 1 146.33 1 088.33 998.55 181.05+18.24de 
X-3 1 179.60 1 144.22 1 136.98 1 011.45 908.67 270.93+14.36cd 
X-4 1 179.60 1 075.39 1 035.45 1 005.67 998.67 180.93+4.99de 
有 机 氮 A-2 1 177.38 1 080.50 833.76 815.86 746.14 431.24+25.89de 
Organic A-4 1 177.38 968.62 944.39 910.45 913.54 263.84+21.99fg 
Rey A-5 1 177.38 1 148.84 1 061.04 976.82 777.07 400.314+30.35de 
A-6 1 177.38 1 110.76 1 110.60 1 045.70 1 032.35 145.03+12.93g 
A-8 1 177.38 1 172.90 1 131.95 1 105.13 1 075.32 102.06+5.57g 
A-9 1 177.38 990.46 877.54 609.20 179.65 997.73+22.69ab 
A-10 1 177.38 1 031.91 828.73 727.12 716.86 460.52+28.26d 
A-11 1 177.38 952.02 783.80 464.22 85.44 1 091.94+67.83a 
A-12 1 177.38 916.81 805.05 647.51 575.16 602.22+45.61c 
A-17 1 177.38 1 140.60 1 130.23 1 073.79 1 058.47 118.91+14.08g 
( A-19 1 177.38 1 023.63 793.18 605.76 406.63 770.75+24.08b 
1 A-36 1 177.38 931.73 810.79 452.64 241.11 936.27+27.26ab 
= X-1 1 177.38 1 162.93 1 086.42 944.56 834.28 343.10+26.55ef 
X-3 1 177.38 1 010.01 937.36 779.02 658.38 519.00+25.58cd 
X-4 1 177.38 944.66 891.86 852.58 855.05 322.33+20.38ef 
氨氮 大池 2.22 27:22 189.11 186.81 236.53 234.31+17.84bc 
Ammonia A-4 2.22 87.83 91.06 94.89 85.22 83.00+8.55e 
A-5 2.22 8.01 85.72 163.22 213.48 211.26+19.91c 
A-6 2.22 4.23 5.29 7.01 6.89 4.67+0.34f 
A-8 2.22 3.32 6.41 10.53 3.37 1.15+0.16f 
A-9 2.22 179.21 281.13 324.78 329.43 327.21+14.59a 
A-10 2.22 105.81 194.14 235.55 240.47 238.25+19.61bc 
A-11 2.22 129.44 229.32 309.47 331.39 329.17+15.03a 
A-12 2.22 5.73 97.49 218.71 253.11 250.89+15.01bc 
A-17 2.22 3.01 3.28 6.66 6.36 4.14+0.46f 
A-19 2.22 103.62 197.71 243.38 265.41 263.19+17.61b 
A-36 2.22 46.03 86.56 156.82 284.33 282.11+21.11b 
X-1 2.22 5.20 59.91 143.77 164.27 162.05+14.72d 
X-3 2.22 134.21 199.62 232.43 250.29 248.07+20.44bc 
X-4 2.22 130.73 143.59 153.09 143.62 141.40+17.37d 
变化 量 为 培养 结束 与 初始 培养 液 中 氮 素 含量 相差 绝对 值 。Change quantity is absolute difference between the values of initial and ending so- 
lutions. 
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菌 的 氨 化 作用 强度 低 ， 或 培养 液 中 的 氨氮 被 有 亚 硝 
化 作用 的 菌 分 解 , 尤其 从 48 h 到 72 h 时 期 ， 培养 液 
中 氨氮 含量 有 降低 趋势 ， 也 说 明 48 h 以 后 这 5 株 菌 
对 有 机 和 氮 分 解 速率 降低 , 这 与 凯 氏 氮 、 有 机 和 氮 降 低 
速率 及 幅度 相 一 致 ，A-6、A-8、A-17 菌 降幅 最 小 。 
A-4、A-6、A-8、A-17、X-4 菌株 通过 格 里 斯 试剂 、 
二 茶 胺 试剂 有 红色 或 红色 、 蓝 色 显 色 反 应 ， 可 能 
亚 硝 化 、 硝 化 作用 ， 需 进一步 验证 。 各 菌株 培养 液 
中 定 氨 仪 消 者 滴定 法 测定 的 氨氮 含量 增加 趋势 与 凯 
氏 氮 、 有 机 和 氮 降低 趋势 相符 ,测定 方法 简便 ， 因 此 通 
过 此 方法 只 测定 氨氮 的 增 量 也 可 以 初步 判断 氨 化 菌 
的 活性 。 


表 7 


2.2.2” 亚 硝化 菌 、 硝 化 菌 培 养 液 亚 硝 态 氮 、 
合 量变 化 动态 

由 表 7 可 以 看 出 ，A-8( 喜 养 单 胞 菌 ) 不 仅 能 通过 
亚 硝 化 作用 将 培养 液 中 铵 态 氨 转化 成 亚 硝 态 氮 ， 而 
且 具 有 硝化 作用 ,能 将 亚 硝 态 氮 转化 成 硝 态 氮 。 
A-4( 嗜 麦芽 窒 单 胞 菌 )、A-6( 好 和 氧 性 纳西 杆菌 )、 
A-17( 嗜 麦芽 寡 单 胞 菌 )、A-6( 好 氧 性 纳西 杆菌 )、 
X-4( 弗 氏 链 霉菌 ) 菌 株 只 有 亚 硝 化 作用 , 在 以 NH3i-N 
为 唯一 氮 源 的 培养 基 中 能 够 将 NH4-N 转化 成 NO7-N， 
培养 1 周 时 县 有 亚 硝化 作用 的 菌株 活性 大 小 为 A-4> 
A-17>A-6>X-4。 县 有 亚 硝 化 作用 及 硝化 作用 的 菌株 
生长 较 慢 ,培养 到 第 7 d 活性 仍 处 于 较 高 水 平 。 


筛选 出 的 亚 硝化 菌 和 硝化 菌 培养 液 中 亚 硝 态 氮 和 硝 态 氮 含 量变 化 动态 


Table 7 Dynamics of nitrite-nitrogen and nitrate-nitrogen levels in culture solutions of isolated nitrococcus and 


nitrobacteria strains mg' 工 
菌株 号 指标 培养 时 间 Incubation time (d) 
Strain Index 0 1 3 5 7 
A-4 亚 硝 态 所 Nitrite-nitrogen 0.000 0.182 0.392 0.429 0.518 
硝 态 所 Nitrate-nitrogen 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
A-6 亚 硝 态 氮 Nitrite-nitrogen 0.000 0.016 0.025 0.168 0.275 
硝 态 所 Nitrate-nitrogen 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
A-8 亚 硝 态 所 Nitrite-nitrogen 0.000 0.000 0.026 0.041 0.062 
硝 态 所 Nitrate-nitrogen 0.000 0.341 0.465 0.533 0.617 
A-17 亚 硝 态 氮 ，Nitrite-nitrogen 0.000 0.010 0.048 0.117 0.342 
硝 态 所 Nitrate-nitrogen 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
X-4 亚 硝 态 氮 Nitrite-nitrogen 0.000 0.006 0.011 0.052 0.121 
硝 态 所 Nitrate-nitrogen 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 


3 讨论 与 结论 

对 烤烟 不 同 生长 期 土壤 样品 中 各 类 型 菌 的 数量 
分 析 结 果 表 明 : 1) 有 机 肥 处 理 下 烤烟 旺 长 期 土壤 中 
各 类 菌 数 量 高 于 成 熟 期 土壤 ， 这 与 前 人 的 研究 结 
一 致 ， 烟 株 生 长 发 育 中 期 ， 腐 殖 酸 可 以 增加 细菌 数 
量 , 但 到 中 后 期 降低 较 快 中 。2) 有 机 肥 处 理 的 土 样 中 
各 类 菌 数 量 高 于 单 施 化 肥 人 处理。 曹 仕明 等 外 研究 结 
果 表 明 ， 腐 熟 秸秆 肥 增 加 了 土壤 细菌 、 放 线 菌 、 础 
化 细菌 和 氨 化 细菌 的 数量 ,提高 了 土壤 微生物 种 群 
的 数量 ， 明 显 改善 了 土壤 生物 特性 。3) 烤 烟 生长 旺 长 
期 施用 有 机 肥 的 土 样 中 可 培养 细菌 、 真 菌 、 放 线 菌 、 
氮 化 菌 数 量 均 高 于 单 施 化 肥 人 处理 ， 有 研究 表明 将 有 
机 肥 替 代 30% 化 肥 可 显著 增加 玉米 (Zea mays 工 .) 拔 
节 期 细菌 数量 性 )， 表 明 添 施 有 机 肥 有 利于 提高 作物 
旺 长 期 土壤 微生物 活性 ; 烤烟 生长 成 熟 期 施用 有 机 
肥 的 土 样 中 氨 化 菌 、 亚 硝化 菌 、 真 菌 、 放 线 菌 数量 
均 高 于 单 施 人 化肥。 土壤 养分 的 转化 与 增加 ,主要 是 


通过 土壤 中 的 生物 活动 来 进行 的 睛 ; 有 机 氮 的 分 解 
转化 , 主要 是 氨 化 菌 、 亚 硝化 菌 、 反 硝化 菌 、 固 氨 
菌 的 作用 ， 其 中 和 氨 化 菌 、 亚 硝化 菌 对 有 机 和 氮 的 分 解 
起 决定 作用 (“。 施 用 有 机 肥 后 , 土壤 根 区 微生物 
的 活性 较 高 ,， 有 机 和 氮 分 解 较 快 ， 烤烟 成 熟 期 有 效 态 
氮 素 处 于 较 高 水 平 中 因此 研究 氮 素 分 解 微生物 有 
机 肥 ， 调 控 烤 烟 生 长 期 有 效 态 氮 素 释 放 速 率 对 于 烤 
烟 生 产 有 应 用 价值 。 

通过 各 类 菌株 的 分 离 、 纯 化 、 鉴 定 ,试验 结果 
表明 ,， 氨 化 作用 强度 较 高 的 优势 菌株 均 来 源 于 不 同 
类 型 有 机 上 肥 处 理 的 土 样 ， 说 明 施 用 有 机 肥 的 植 烟 土 
塘 能 够 获得 较 高 活性 的 氨 化 细菌 。 对 各 类 菌株 代表 
的 种 属 查阅 相关 文献 分 析 其 作用 功能 ， 可 以 确定 
A-6、A-8、A-9、A-ll、A-12、A-17、A-19、A-36、 
X-1、X-3、X-4 作为 功能 菌株 进行 氮 素 转 化 生物 肥 
的 配制 后 应 用 ， 其 中 的 有 效 菌 不 会 引起 烟 株 及 土壤 
病虫害 。 具 体 文献 总 结 如 下 : 国外 利用 洋葱 伯 克 霍 
尔 德 菌 等 生 防 菌 研制 出 各 种 防止 农作物 受 霉 菌 类 病 
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原 菌 侵害 的 生物 农药 交 3?0， 但 此 菌 也 是 圳 性 纤维 化 
(CEF) 的 主要 病原 菌 上 )。 寡 养 单 胞 菌 属 的 许多 菌株 可 
以 降解 有 机 农药 等 多 种 有 机 物 污染 物 ， 有 些 菌 株 还 
具有 硝化 反 硝 化 、 解 磷 聚 磷 等 生物 活性 ， 有 较 强 的 
生物 修复 功能 ,因此 在 环境 保护 中 有 着 重要 的 研究 
价值 S43。 嗜 麦芽 寡 养 单 胞 菌 国外 试用 它 作 为 生物 防 
治 制剂 用 于 农业 , 但 2001 年 Singh 等 3 首次 报道 了 
该 菌 是 印度 水 稳 (Oryza sativa) 一 种 新 病 “ 白 纹 病 
(White stripe)” 的 病原 菌 ， 目 前 已 成 为 人 类 的 一 种 重 
要 的 条 件 致 病菌 29。 黄 杆菌 属 广泛 存在 于 水 、 土 壤 
和 植物 中 ， 该 菌 属 不 是 人 体 的 正常 菌 群 , 可 以 引起 
各 种 感染 ,甚至 引起 局 部 的 暴发 与 流行 El。 何 瑞 B9 
从 土壤 中 筛选 出 1 株 可 生物 降解 纤维 素 的 纳西 杆菌 。 
本 研究 筛选 的 纳西 杆菌 属 有 待 于 鉴定 其 纤维 素 分 解 
特性 。 芽 孢 杆菌 种 群 庞 大 ， 繁 殖 能 力 强 ， 耐 热 、 耐 酸 
碱 、 理 化 性 质 稳定 , 抑 菌 谱 广泛 , 为 目前 主要 的 生 防 
菌株 87 5; 巨大 芽孢 杆菌 已 经 逐渐 广泛 地 应 用 于 解 
磷 固氮 、 生 物 防 治 、 冀 牧 养殖 、 水 体 净 化 、 酶 工程 等 方 
面 "” 1 戴 玄 等 的 研究 证 明 嗜 热 脂 肪 芽孢 杆菌 WF-146 
是 一 株 高 产 高 温 蛋白 酶 的 优良 菌株 ; 短小 芽孢 杆菌 不 
仅 对 降解 垃圾 有 很 好 的 效果 ， 防 治 病 虫 害 , 还 具有 降解 
有 机 磷 的 能 力 ， 使 得 作物 易于 吸收 土壤 中 的 磷 元 素 户 |。 
假 单 胞 菌 属 (Pseudomonas sp.)5、 肠 杆菌 属 (Ejpxeropacte 
sp.)f5 和 芽孢 杆菌 属 [9 等 均 对 拟 除虫菊 酯 类 农药 具有 
降解 作用 。 研 究 表明 链 替 菌 JD211 能 促进 一 些 稀 有 
或 生态 势 较 弱 的 细菌 生长 ， 使 参与 土壤 营养 循环 、 
改善 土壤 质地 及 防治 植物 病害 的 功能 菌 成 为 优势 菌 
群 ("。 涂 国 全 等 (研究 表明 ， 弗 氏 链 替 菌 对 羽毛 角 
蛋白 有 较 强 的 分 解 利用 能 力 。 

研究 者 通常 通过 间接 测定 有 机 和 气 含 量 来 说 明和 氮 
化 菌 的 氨 化 能 力 , 即 有 机 氮 = 总 氮 - 氨 氮 - 硝 态 氮 - 亚 
硝 态 氮 号 21。 本 试验 用 牛肉 膏 蛋 白 腑 液体 培养 基 
气 素 形态 为 有 机 氮 ， 只 适合 氨 化 菌 生 长 繁殖 ， 理 论 
上 无 亚 硝化 、 硝 化 作用 进行 ,在 前 人 研究 氨 化 细菌 
分 解 有 机 态 氮 素 效果 的 基础 上 进行 方法 改进 ,直接 
测定 液体 培养 基 中 凯 氏 所 及 氨氮 含量 即 可 说 明 握 化 
菌 氨 化 能 力 。 研 究 表明 凯 氏 氮 含 量 降幅 最 大 的 为 嗜 
热 脂 肪 地 芽孢 杆菌 培养 液 ， 短 小 芽孢 杆菌 、 嗜 热 脂 
肪 地 芽孢 杆菌 、 同 温 层 芽 孢 杆 菌 培养 液 中 有 机 氮 含 
量 降 幅 最 大 。 李 军 冲 等 (24 研究 氨 化 细菌 在 接种 量 为 
2%， 温 度 为 28 ‘C， 每 天 上 曝 气 时 间 为 6 h, pH 为 7.0 
时 对 溶解 性 有 机 氮 的 分 解 能 力 最 高 ,此 时 有 机 和 氮 的 
分 解 率 可 达 90.6%。Zhang 等 53 从 BAF 反应 器 中 分 
离 出 两 株 氨 化 菌 Tl1 和 2Z1, 在 温度 为 30 'C, pH 为 7.0， 
接种 量 为 5% 时 两 株 菌 对 有 机 氮 的 转化 率 分 别 为 


86.91% 和 69.98%。 进 一 步 说 明 , 在 合适 的 条 件 下 培 
养 , 通过 有 机 氮 降 解 率 可 以 看 出 氨 化 菌 的 氨 化 能 

氨 化 作用 较 强 的 氮 化 菌 为 短小 芽孢 杆菌 、 嗜 热 脂肪 
地 芽孢 杆菌 、 同 温 层 芽孢 杆菌 、 高 地 芽孢 杆菌 、 同 
温 层 芽孢 杆菌 、 袁 养 单 胞 菌 。 通 过 分 离 出 的 亚 硝 化 
菌 分 解 NH”*-N 试验 得 出 ， 寡 养 单 胞 菌 兼 有 具有 亚 硝化 
作用 及 硝化 作用 ; 但 嗜 麦芽 寡 单 胞 菌 为 致 病菌 ， 因 
此 , 亚 硝化 、 硝 化 作用 较 强 的 可 以 应 用 的 菌株 为 纳 
西 杆菌 、 纤 维 菌 。 根 据 分 解 有 机 氮 、 解 氮 试 验 及 相 
关 文献 中 各 菌株 作用 功能 分 析 ， 筛 选 出 纳西 杆菌 、 
窒 养 单 胞 菌 、 短 小 芽孢 杆菌 、 嗜 热 脂肪 地 芽孢 杆菌 、 
同 温 层 芽孢 杆菌 、 纤 维 菌 、 高 地 芽孢 杆菌 、 同 温 层 
芽孢 杆菌 8 株 高 效 氮 素 功 能 菌株 来 进行 有 机 和 氮 分 解 
微生物 菌 剂 的 配制 。 各 类 菌 培养 过 程 中 ， 通 过 活性 
测定 可 以 看 出 , 氨 化 菌 中 芽孢 杆菌 在 48 h 后 有 机 氮 
减少 速率 降 慢 ， 可 能 因为 这 些 菌株 将 成 熟 、 已 成 熟 
或 已 进入 衰老 阶段 ; 氨 化 细菌 生长 较 快 ， 芽孢 杆菌 
在 合适 培养 基 中 2 d 能 产 芽 孢 ， 达到 成 熟 ， 培 养 时 间 
长 容易 衰老 、 死 亡 ; 但 亚 硝化 菌 、 硝 化 菌 培养 1 周 
后 活性 仍 很 强 , 所 以 氨 化 菌 、 亚 硝化 菌 、 硝 化 菌 配 
制 解 氮 菌 剂 时 ， 选 定 利 于 3 种 菌 生长 的 培养 基 基 础 
上 ， 须 先 添加 亚 硝 化 菌 、 硝 化 菌 ,在 发 酵 结 束 后 前 两 
天 再 添加 所 化 菌 进行 培养 。 
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